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Verfahren zum diagnostischen Wachweis von Apoptose in Zellen 

Die vor.iegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum diagnostischen Nachwe.s von 
Apoptose in Zellen und einen hierfur verwendbaren Kit. 

A„e derzeit.gen Methoden zum Nachweis von Apoptose detektieren relativ spate 
Ere.gn.sse. Daruber hinaus sind diese Methoden nur wenig geeignet, Apoptose ex 
v.vo nach Apoptoseinduktion nachzuweisen, da apoptotische Zellen in vivo Ver- 
anderungen aufweisen, die mit einer Modifikation in der Ze.lmembran einhergehen 
so da* apoptotische Zellen sehr rasch in vivo vom retikuloendothelia.en System 
ehm,n,ert werden. Das fuhrt dazu, daft apoptotische Zellen fur eine ex vivo Detek- 
t.on dann nicht mehr zur Verfugung stehen. Dies ist ein grower Nachteil, da der 
Nachwe.s der Initiierung oder Suppression von Apoptose in vivo immer grofcere 
d.agnostische Bedeutung er.angt, einerseits um den Zytostatika-induzierten Zel.tod 
verfolgen, andererseits um HIV-Erkrankungen oder Neurodegeneration die 
geste.gerten Zellumsatz f und Zelltod durch verstarkte Apoptose hervorrufen, zu 
erkennen. 



Die Aufgabe der voriiegenden Erfindung bes.eht deshalb darin. ein Verfahren 
bere.tzustelien, mi, dem zuveHassig das AusmaS an Apoptose in ZeMan abge- 

schatzt werden kann. 

Ge.ost wird diese Aufgabe durch ein Verfahren gemaK Patentanspruch 1 sowie 
e.nen K„ g ema6 Patentanspruch 5 geiost. Vor,ei,haf,e Ausgestaltungen ergeben 
sich aus den Unteranspruchen. 

Der molekulare Mechanises durch weichen Antikrebs-Medikameme Apoptose in 
Zelzeltan auslosen ist noch relativ unbekannt. Von den Erfindern wurde in jungster 
Ze„ gefunden, da 6 die durch Zytostatika in Tumorzelien induziarte Apoptose die 
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Aktivierung von Proteasen der ICE/Ced3-Familie erfordert. Nach Gabe des Medika- 
ments wurde ein starkes Ansteigen der ICE-ahnlichen Aktivitat gefunden, welche 
dem Zelltod vorausgeht. Die gefundenen Daten geben zu dem Schluft Anlaft, daft 
alle Apoptose auslosenden Ereignisse einen gemeinsamen Signalweg betatigen, an 
dem letztendlich der Zelltod steht. Fur die Effektorphase bei intrazellularen Signal- 
wegen, die zu Apoptose fuhren, ist die Aktivierung der ICE/Ced3-Familie essentiell. 
Die Aktivierung von ICE-Proteasen geht dem morphologisch messbaren apoptoti- 
schen Zelltod und dem Auftreten von DNA-Strangbruchen um mehrere Stunden 
voraus und ist somit ein fruher Parameter der Apoptose in ansonsten noch intakten 
Zellen. Somit stellt die Aktivierung von ICE/Ced3-Proteasen ein fruhes Ereignis in 
Zellen dar, in denen irreversibel das Apoptoseprogramm induziert wurde. 

Die Erfindung beruht nun auf der Erkenntnis der Erfinder, daft uber die verfolgbare 
Aktivierung der ICE/Ced3-Proteasen auf molekuiarer Ebene fruhe Ereignisse, die 
mit der Induktion von intrazellularen Apoptoseprogrammen assoziiert sind, detek- 
tiert werden konnen. Vorzugsweise werden ex vivo Proben von Patienten ver- 
messen, die unter einer apoptoseinduzierenden oder apoptoseinhibierenden Thera- 
pie stehen. Mit dem erfindungsgemaGen Verfahren ist es deshalb mogiich, die 
Bestimmung der Wirkung von Therapien anhand der Induktion bzw. Inhibierung 
von Apoptose ex vivo oder in vivo an intakten Zellen zuverlassig vorzunehmen. 

Zur Durchfuhrung der quantitativen Messung der Induktion des Apoptosepro- 
gramms wird die Aktivierung der ICE/Ced3-Proteasen mittels einer bildgebenden 
(optischen) Methode, vorzugsweise einer Flow-cytometrischen Methode, detek- 
tiert. Zu diesem Zweck werden intakte Zellen nach Permeabilisierung mit Sub- 
straten fur ICE/Ced3-Proteasen beladen. Die Permeabilisierung kann beispielsweise 
durch Zugabe von Wasser zu den Zellen (osmotischer Schock) oder durch Ein- 
wirkung von Digitonin bzw. anderen Permeabilisatoren erfolgen. Bevorzugt findet 
die Permeabilisierung soweit statt, daft 10% der Zellen danach als lebend im 
forward/side-scatter erscheinen. Geeignete Substrate fur die ICE/Ced3-Proteasen 
weisen mindestens eine Aspartylgruppe auf. Die Protease-Substrate sind vorzugs- 
weise zur Durchfuhrung einer Flow-cytometrischen Messsung fluorogen. Geeignete 
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Substrate sind in "Matayoshi et al., Science 247, S. 954-958 (1990)" beschrie- 
ben. Vorzugsweise wird ein fluorogenes Substrat verwendet, bei dem 5-[(2-Amino- 
ethvl)amino]naphthalin-1-sulfonsaure (EDANS) den fluorogenen Donor und 4-(4- 
D.methylaminophenylazo)-benzoesaure (DABCYL) den quenchenden Akzeptor dar- 
stellt. wobei Donor und Akzeptor miteinander mittels eines Spacers verbunden 
sind. Ganz besonders bevorzugt werden DABCYL-YVADAPK-EDANS oder DAB 
CYL-DEVDAPK-EDANS verwendet. Ferner konnen auch Cumarin-verwandte 
Substrate, w,e DEVD-NMA, verwendet werden. Ebenso eignen sich Rhodamin 
110-Derrvate, bei denen Aminogruppen mit verschiedenen einzelnen Aminosauren 
Oder kurzen Caspase-Substratpeptiden substitu.ert sind. Die intrazellulare Protease- 
aktivitat wird optisch, vorzugsweise mittels eines Row-Cytometers, ats Fluo- 
reszenz des gespaltenen Subtrats gemessen. G.eichze.tig ermoglicht die Methode 
d,e Identifikation der Zellen uber Oberflachenmarker in der Simultanmessung d h 
be, versch.edenen Zellen kann exakt bestimmt werden, welche Zellen noch leben 
und welche abgestorben sind. 

Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens sind, da* es schnell und unkom- 
Pl.ziert durchfuhrbar ist und eine sensitive Detektion ermoglicht. Der Apoptose- 
nachweis ist mehrere Stunden, bevor morpho.ogisch faGbare Veranderungen in 
den Zellen auftreten, mdglich und wird nicht durch die Beseitigung apoptotischer 
Zellen durch das rdtikuloendotheliale System in vivo beeinflufct. Das erfindungs- 
gemafte Verfahren lafct sich auch mittels eines Kits durchfuhren. Dieser entha.t ein 
vorstehendes Substrat fur Proteasen der ICE/Ced3-Familie, wobei das Substrat 
-nsbesondere f.uorogen ist. Ganz besonders bevorzugt sind Substrate, wie DAB- 
CYL-YVADAPK-EDANS. DABCYL-DEVDAPK-EDANS, DEVD-NMA oder Rhodamin 
1 10-Der.vate. bei denen Aminogruppen mit verschiedenen einzelnen Aminosauren 
oder kurzen Caspase-Substratpeptiden substituiert sind. 

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand der Figuren weiter beschreiben, von 
denen zeigen: 



Fig. 1 



2D-Plots der gemessenen ICE/Ced3-Aktivitat (x-Achse) gegen 
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die gemessene Autofluoreszenz bei 660 nm (y-Achse) 

Fig. 2 Auftrag der gemessenen ICE/Ced3- Aktivitat in einem Histo- 

gramm 

Kontrollzellen : weiB 

nach anti-APO-1 -Behandlung : schwarz 

Fig. 3 Messung der durch Doxorubicin-induzierten ICE/Ced3-Aktivitat 

und Zelltod (Hochst 33342/Propidiumjodid) in CEM-Zellen in 
einer Zeitkinetik 

Die ICE/Ced3-Aktivitat (Quadrate) kann 2-4 Stunden vor den 
ersten DNA-Veranderungen, die apoptotischen Zelltod zetgen 
(Rauten), detektiert werden. 

Fig. 4 Messung der Fluoreszenzintensitat (Caspasen-Aktivitat) und 

Zetlzahl bei Jurkat-Zellen nach Behandlung mit anti-APO-1 

Die Erfindung wird nun weiter anhand der folgenden Beispiele beschrieben. 

BEISPIEL 1 

1 . Variante 

CEM-Zellen, die fur 1 Stunde mit einem fur CD95-spezifischen Antikorper (anti- 
APO-1; 1/vg/mi) behandelt worden sind (vgl. Oehm, A. et al. r The Journal of 
Biological Chemistry, Band 267, Nr. 15 (1992), S. 10709-10715), werden in Zell- 
kulturmedium RPMI1640 + 10% FCS kultiviert. Es werden 10 jj\ ICE/Ced3-Sub- 
strat DABCYL-YVADAP-EDANS (Stocklosung 100 mM in DMSO; aufbewahrt bei - 
70°C) zugegeben. Es erfolgt die Zugabe von Wasser (gleiches Volumen wie das 
Zellkulturmedium) zur Permeabilisierung der Zellen. Die Mischung wird fur 5 
Minuten bei 37°C inkubiert bevor eiskaltes 5x PBS in 50% FCS (0,25 Volumen 
des Anfangsvolumens) zugegeben wird, urn die Osmolaritat auf den normalen Wert 
zu bringen. Die Mischung wird auf Eis aufbewahrt und innerhalb von 2 Stunden im 
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Flow-Cytometer vermessen. Die Anregungswellenlange des verwendeten Subtrats 
betragt -360 nm und die Emission wird bei 488 nm gemessen. 

Als Kontrolie werden unbehandelte CEM-Zel!en dem gleichen Prozedere unter- 
worfen. 



2. Variante 

CEM-Zellen, die fur 2 Stunden mit einem fur CD95-spezifischen agonistischen 
Antikorper (anti-APO-1; 1/yg/ml) behandeit worden sind (vgi. Oehm, A. et al., The 
Journal of Biological Chemistry, Band 267, Nr. 15 (1992), S. 10709-10715), 
werden in Zellkulturmedium (RPMI1640 + 10% FCS) kultiviert. Es werden 1 0 p\ 
ICE/Ced3-Substrat DABCYL-YVADAP-EDANS (Stocklosung 100 mM in DMSO; 
aufbewahrt bei -70°C) und Digitonin in einer Endkonzentration von 0,002-0,005% 
(bevorzugte Konzentration: 10% der Zellen erscheinen nach Permeabilisierung als 
lebend im forward/side-scatter) zugegeben. Die Mischung wird 5 Minuten bei 
37°C inkubiert bevor ein gleiches Volumen eiskaltes Zellkulturmedium Oder PBS 
zugegeben wird, urn das Digitonin zu verdunnen. Die Mischung wird auf Eis aufbe- 
wahrt und innerhalb von 2 Stunden im Flow-Cytometer vermessen. Die Anre- 
gungswellenlange des verwendeten Subtrats betragt -360 nm und die Emission 
wird bei 488 nm gemessen. 

Als Kontrolie werden unbehandelte CEM-Zellen dem gleichen Prozedere unter- 
worfen. 

Es ist anzumerken, daS die Variante 2 effektiver ist, allerdings liefern die nach 
Variante 1 behandelten Zellen einen niedrigeren Hintergrund. 

Die Ergebnisse sind in den Figuren 1 und 2 gezeigt. Daraus ist klar ersichtlich, da& 
die behandelten Zellen eine deutliche ICE/Ced3-Aktivitat zeigen, wahrend die 
Aktivitat bei den unbehandelten Zellen vernachlassigbar gering ist. 
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BE1SPIEL 2 

CEM-Zellen, die mit Doxorubicin (1/yg/ml) behandelt worden sind, werden in 
Zellkulturmedium (RPMI1640 + 10% FCS) kultiviert. Es werden 10 jj\ ICE/Ced3- 
Substrat DABCYL-YVADAP-EDANS (Stocklosung 100 mM in DMSO; aufbewahrt 
bei -70°C) und Digitonin in einer Endkonzentration von 0,002-0,005% (bevorzugte 
Konzentration: 10% der Zeiien erscheinen nach Permeabiiisierung als lebend im 
forward/side-scatter) zugegeben. Die Mischung wird 5 Minuten bei 37 °C inkubiert 
bevor ein gleiches Volumen eiskaltes Zellkulturmedium oder PBS zugegeben wird, 
urn das Digitonin zu verdunnen. Die Mischung wird auf Eis aufbewahrt und in- 
nerhalb von 2 Stunden im Flow-Cytometer vermessen. Die Anregungswellenlange 
des verwendeten Subtrats betragt -360 nm und die Emission wird bei 488 nm 
gemessen. 

Die aufgenommene Zeitkinetik ist in Fig. 3 gezeigt. Daraus ist ersichtlich, daft die 
ICE/Ced3-Aktivitat lange vor Eintritt des Zelltodes nachweisbar ist und ein sicheres 
Indiz fur begonnene Apoptose liefert. 

BE1SPIEL 3 

Jurkat-Zelten werden 1 ,5 h mit einem fur CD95-spezifischen Antikdrper (anti-APO- 
1) behandelt. Sie werden dann behandelt, wie in der Variante 1 von Beispiel 1 
beschrieben. Als ICE/Ced3-Substrat wird das Caspasen-Substrat D 2 Rhodamin bis 
zu einer Endkonzentration von 50/yM zugegeben. Die Caspase-Aktivitat wird in 
einem Flow-Cytometer (FACScan, Becton Dickinson) gemessen. Die Anregungs- 
wellenlange betragt 488 nm. Die Fluoreszenz wircl im FL1 -Photomultipiier gemes- 
sen. Die punktierte Linie zeigt die Kontrollzellen, die nicht mit dem anti-CD95- 
Antikorper behandelt wurden. Die durchgezogene Linie zeigt die Fluoreszenzver- 
schiebung nach Antikorper-Behandlung. Durch Propidiumiodid-Farbung lalit sich 
erst 3 h nach Antikorper-Behandlung eine Zunahme von toten Zellen nachweisen. 

Als Kontrolle werden unbehandelte Jurkat-Zellen dem gleichen Prozedere unter- 
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worfen. 

Das Ergebnis ist in Fig. 4 gezeigt. Daraus ist ersichtlich, dad bei den behandelten 
Zellen gegenuberden unbehandelten Zellen ei'ne Fluoreszenzverschiebung auftritt, 
was die unterschiedliche ICE/Ced3~Aktivitat wiedergibt. 
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Patentansprtiche 

1) Verfahren zum Nachweis von Apoptose in Zellen, wobei die Zellen mit 
einem Substrat fur Proteasen der ICE/Ced3-Familie beladen werden und die 
Umsetzung des Substrats durch die Protease mittels bildgebender Methoden 
verfolgt wird. 

2) Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet f daft das Substrat ein 
fluorogenes Substrat ist. 

3) Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Substrat DABCYL-YVADAPK-EDANS, DABCYL-DEVDAPK-EDANS, DEVD- 
NMA oder ein Rhodamin 1 10-Derivat, bei dem Aminogruppen mit verschie- 
denen einzelnen Aminosauren oder kurzen Caspase-Substratpeptiden sub- 
stituiert sind, ist. 

4) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Umsetzung optiisch mittels Flow-Cytometrie verfolgt wird. 

5) Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
enthaltend ein Substrat fur Proteasen der ICE/Ced3-Familie. 

6) Kit nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft das Substrat fluorogen 
ist. 

7) Kit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft das Substrat DABCYL- 
YVADAPK-EDANS, DABCYL-DEVDAPK-EDANS, DEVD-NMA oder ein 
Rhodamin 1 10-Derivat, bei dem Aminogruppen mit verschiedenen einzelnen 
Aminosauren oder kurzen Caspase-Substratpeptiden substituiert sind, ist. 
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